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PIWI:

vitigni resistenti e nuovi ecosistemi fermentativi

Sviluppati dall’ibridazione di Vitis vinifera con viti non-vinifera res:stentl alle malattie

PIWI = IBRIDI TRA IPOTESI CHIAVE g: APPROCCIO DELLO STUDIO

Vitis vinifera Viti non-vinifera CAMPIONAMENTO DEL MOSTO
resistent '@ PIWI e V. vinifera

CARATTERIZZAZIONE MICROBIOLOGICA

Isolamento e identificazione
di lieviti e batteri lattici

v

rsa pressione fitosanitaria

S ‘ N @ nelle diverse fasi di fermentazione
— S '
%

puo selezionare:

ANALISI FUNZIONALE ™N

Metabolomica e saggi chimici )
per comprendere il metabolismo p =
e il profilo metabolico

Obiettivo: resistenza alle malattie ? (0 D

§,2{:7 Conseguenza: minore uso di fitofarmaci ° &}: configurazioni funzionali specifiche

°® & traiettorie fermentative diverse

( @)ﬁ Comprendere 'impatto ambientale dei vitigni PIWI e cruciale per |
una viticoltura piu sostenibile e vini di qualita.



STUDY DESIGN
% Questo studio confronta varieta PIWI e

o 5 @ Vitis vinifera attraverso micro-vinificazioni

e\
/ % | | Eherdonnay VS Chardannay controllate di 3 kg di uva per campione.

Collezione della ‘,\ /,,' resistant (PIWI) Blanc

Fondazione |
S . 3 ermentazione & stata monitorata

SlIUe (e Sauvu,g;xlr Gils VS Riesling Weiss seguuta con un approccio multi-omico
( ) ( che include:

* Culturomica per caratterizzare

la comunita microbica,
, § Metagenomica per valutare
! 4 & | i la struttura genetica del microbiota,
3 kg di uva Fermentazuone alcolnc@ Vino Analisi chimiche e metabolomiche
! per esplorare le dinamiche di fermentazione

per campione in micro-vi IC‘ @ : af bolich
: e le firme metaboliche.

I l |

Culturomica Analisi chimiche Metagenomica Metabolomica

¢ L'obiettivo e valutare come i genotipi S
@/ resistenti influenzino l'attivita microbica :
e la composizione del vino.




CONTROLLO DELLE CONDIZIONI AMBIENTALI -

PIWI e V. vinifera: stesso contesto, unica differenza 'uso di fitosanitari l

P -
/ O
/\

i

’ CONFRONTO DEGLI ELEMENTI MINERALI
STESSO CONTESTO AGRONOMICO PIWI vs V. vinifera INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

PIWI V. vinifers T K o , Mo / Per la maggior parte degli elementi analizzati
p ~200 m . & siic | 0] ° (K, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn e Sr) non sono state
T N }%M 1200 { s ol %] e “ osservate differenze significative tra i campioni

0.4 1 PIWI e V. vinifera.
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Distanza tra i vigneti: ~200 m 200l - 60 A ; SO
PWI  V.vinifera W V. vumfera V. vinifera 37 Il rubidio (Rb) & stato l'unico elemento
. a mostrare una differenza significativa
Stesso terroir e suolo 5 1

: ;z (P = 0.020), con valori piu elevati nei
L. L 1.26 1 campioni di V. vinifera rispetto ai PIWI.
Stesse condizioni pedoclimatiche E,‘ 0.75 4

0.50 1
=l
e IMPLICAZIONE SPERIMENTALE
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FATTORI CONDIVISI

SRR

Vento Insetti Suolo Clima  Microbiota 01 0.35 - ‘F questo progetto (microbiota, fermentazione,
ambientale g ' fz ° %] 0301 | ;. metaboliti e qualita del vino) possono essere ( \
£ ' : '

Le differenze che osserveremo e discuteremo in

s o . o . “ v ” A F o . /
PIWI e V. vinifera condividono lo stesso ambiente e L0 ‘ 5{’] @ - ) I ol | attribuite principalmente all’uso ridotto )
N . . . . . 0.20 4 2. g o . R
o le‘stess‘e pressioni naturali (vento, insetti, suolo, clima, P N - = di fitosanitari nelle varieta PIWI, (
microbiota ambientale). ‘ T Il 0151 — ot . i \)
PIWI V. vinifera PIWI V. vinifera PIWI V. vinifera e non a condizioni ambientali diverse.

Le differenze osservate non sono dovute a fattori

ambientali esterni. - * Differenza significativa (P = 0.020)

MESSAGGIO CHIAVE

La vicinanza tra i due vigneti (~200 m) garantisce condizioni ambientali equivalenti.
Questo controllo naturale rafforza la validita del nostro confronto e l'affidabilita delle conclusioni del progetto.



CULTUROMICA

Dinamiche dei lieviti coltivabili PIWI e &

'fo TO Metschnikowia pulcherrima Rhodotorula mucilaginosa \

Metschnikowia pulcherrima
Hanseniaspora uvarum
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Dinamiche dei lieviti coltivabili Dinamich Wabili l%
durante la fermentazione d& rmentazione

Le varieta PIWI mostrano dinamiche di crescita dei lieviti
piu variabili e talvolta piu vigorose durante la fermentazione
alcolica, soprattutto nelle fasi iniziali e intermedie.
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profili nutrizionali differenti nel mosto;




PRESTAZIONI ENOLOGICHE: CONFRONTO TRA PIWI E VITIS VINIFERA ‘

Dalla composizione iniziale (TO) a quella finale (Tf)
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CONSIDERAZIONI DAI DATI COSA IMPLICANO QUESTI RISULTATI
@  J ( ﬁ & MESSAGGIO CHIAVE
| mosti PIWI mostrano un contenutaidi 2 R i = / _— .
ﬁ sicehetlinizlale Bl alevato Hspetion | P’I'V\{I.garantlscono mos.tl piti ricchi di zuccheri O Le varieta PIWI partono con un vantaggio
s all'inizio della fermentazione. a S Nl S 2 :
V. vinifera. in termini di zuccheri iniziali piu elevati e ‘
A fine fermentazione, i vini PIWI presentano La fermentazione dei PIWI lascia pit: zuccheri mantengono piu zuccheri residui a fine F
‘L concentrazioni di zuccheri residue piu alte m ST : : e \l -
; el residui nel vino. fermentazione, con un consumo di acido
— rispetto a V. vinifera.
malico superiore rispetto a Vitis vinifera.
L’acido malico a fine fermentazione risulta e .
: : AR ¢ vini PIWI presentano un minor consumo
Fx inferiore nei vini PIWI rispetto a e s p
V. vinifera. di acido malico durante la fermentazione.




ALPHA DIVERSITY DURANTE LA FERMENTAZIONE .

Confronto tra varieta PIWI e convenzionali (Vitis vinifera)

)
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Richness metrica piu alta

EIQ \ @ ‘{l nei convenzionali (Vitis vinifera)

Chaol

Le metriche di ricchezza (Chaol e Observed features)

Observed_features

Diversita piu alta nei PIWI

P LR T LRFTELR] L S £ @ S & P Q& S LRSS LN
Shannon Simpson Le metriche di diversita (Shannon e Simpson)
sono piu elevate nei PIWI nella maggior parte delle
5 0 LESR. T2 IE Tt T, - 2 IE Tt fasi della fermentazione.
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E - g = .7/ labiodiversita ad essere aumentata o diminuita,
7 - 7 = quanto piuttosto la composizione e la struttura
2 - = = 0.4 delle comunita microbiche che differiscono
- tra PIWI e Vitis vinifera nel corso della fermentazione.
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Evenness

descrive quanto le abbondanze relative sono distribuite in modo uniforme.
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BETA DIVERSITY: STRUTTURA DELLE COMUNITA MICROBICHE ! o oz

Le varieta PIWI presentano comunita distinte lungo la fermentazione ' ~~.@ ,@

Beta Diversity (Bray-Curtis) - MDS (with Tf = Time 4)

&

0.:..

Beta diversity biplot con i 5 taxa principali e cerchi di cluster (migliorato)
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Separazione chiara per varieta e tempo

Le comunita microbiche si separano chiaramente
in base alla varieta (PIWI vs Vitis vinifera)

e al tempo di fermentazione.

Traiettorie differenti

Le varieta seguono traiettorie distinte nello spazio
di ordinamento, con una separazione marcata

fin dalle fasi iniziali (TO-T1).

Taxa chiave di separazione
| 5 taxa principali spiegano la separazione dei campioni;
Saccharomyces cerevisiae domina al tempo finale (T4).

Evoluzione temporale
Le comunita convergono parzialmente verso la fine
della fermentazione, con l'affermazione dei lieviti

ad alta tolleranza all’etanolo. ( /
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INTERPRETAZIONE (BETA DIVERSITY) K
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Varieta / Tempo

| Varieta
+ x PCR » DIVERSITA TRA, NON DENTRO LE COMUNITA
; x VCB
= Tempo /f = La beta diversity valuta quanto le comunita
Es ' . * sono diverse tra loro, non la biodiversita
.-i . ;g all'interno di ciascun campione.
x" L \ s 30 Qui osserviamo una netta differenziazione
et iz \d- ¢ 40 tra PIWI e Vitis vinifera lungo la fermentazione.
chtynstellurp ISCOIe “\

composizioni significativamente diverse.

DINAMICHE TEMPORALI DISTINTE

PIWI e Vitis vinifera seguono percorsi
microbici differenti nel tempo. Le differenze
sono evidenti gia nelle fasi iniziali e persistono
fino alla fine della fermentazione.

Botrytis cinerea

VARIETA COME PRINCIPALE DRIVER
La varieta dell’'uva ¢ il fattore che maggiormente
struttura le comunita microbiche, generando

-0.8+
Saccharomyces gérevisiae :
oey. RUOLO DEI TAXA CHIAVE £
—i,o —6.5 ojo 0:5 1to o’ | taxa principali (es. Saccharomyces cerevisiae, )
MDS Dimension 1 Brettanomyces, Pichia) guidano la separazione

dei campioni e riflettono i cambiamenti
funzionali del sistema fermentativo.

| risultati di beta diversity mostrano che non é tanto il livello di biodiversita a cambiare,
quanto la composizione e la struttura delle comunita microbiche, che differiscono tra
PIWI e Vitis vinifera lungo l'intero processo fermentativo. J b




METABOLOMICA: FIRMA METABOLICA DISTINTA Metabolomica
TRA PIWI E VITIS VINIFERA
t _“_IJJ _JLJUJIL_LL

mfz  RT (min) Compos! Classe Punteggio di confidenza

5 HMDB00001 Glucosio 80.0453 Zuccheri %
HMDB00002 Glicerolo 92.0264 Alcoli %
E DEI METABOLITI: PIWI vs V. vinifera
O PIWI
Gruppo it Metabolite p-adjust.BH Mean PIWI Mean V. vinifera Abbondanza maggiore
0~ /\ Vitis vinifera 5 Afninoacidi P L-Proline 7.21E-01 29.892 NN 20.814 EEEEN PIWI
. e derivat Homoproline 7.21E-01 2.560 W 4364 V. vinifera
A Kojic Acid 6.71E-05 3.063 W 7.163 I V. vinifera
cndlorga :
'm ikirqi®/Aci 4(2:Hydrony=3 sopropy: 7.21E-01 3028 W 2368 W

(a) PLS-DA con ellissi di confidenza

Variabile 2: 24% della var

| Chardonnay

5= PIWI
S ! . . aminopropyl)benzoic acid T
-2 0 2 Ferulic Acid Catechin 3.45E-01 0.995 1 2220 = 1 V. vinifera
Variabile 1: 21% della var difenolici S :
derivati Ferulic Acid 4-O-glucoside, Cyanidin 3.54E-01 2747 ER 5.351 N ’r V. vinifera
bo idrossicinnamici Caftaric Acid, s -
¢ Peonidin 7.21E-01 1613 W 2771 A 1‘ V. vinifera
(s (a) PLS DA con ell:ssn dl conﬁdenza p-Coumaroylmalic Acid
e} TP T = Delfidin 9.44E-03 1709 W 3.551 N 4 V. vinifera
wn ;
FL: -3-oli et
o) avan;3oli /¥ |"Cateching Procganidin Piceid 3.88E-03 1844 W 1328 W 1+ Pwi
i 2.5+ tannini condensati
m a Peonidin-3-acglc 4.32E-02 3311 . 1127 W 1‘ PIWI
> o B
1 © ' A ntociani Cyanidin, Peonidin, Malvidin-3-acglc 7.21E-01 0.000 0333 1 4 V. vinifera
72) = % s dorivati Delfinidin, Peonidin-3-acglc,
= 3 0.0 O PIWI Malvidin-3-acglc Procyanidin 3.88E-03 2108 W 1079 W 1+ Ppwi ‘
-3 4
(D g 6 Fumaric Acid 2.60E-02 11.867 NN 32,517 I 1 V. vinifera
« 4 itis vini Stilbeni Piceid
S, & Vitis vinifera @ EREIN e Shikimic Acid 2.37E-02 10.342 I 5.357 1+ rwi
9 o -25 _— T
- 3 Metabolit fungini / i Ferulic Acid 2.37E-02 1.988 W 1451 W T PIWI
N g secondari microbici p-Coumaroylmalic Acid 7.21E-01 0.859 1 0741 1 = Simile
. o— ©
> ! . o . Caftaric Acid 1.43E-02 6.924 WM 4148 1+ rwi
3 -5.01 @ Composti aromatici/  4-(2-Hydroxy-3-isopropyl-
O 2 : 5 : benzoici modificati  aminopropyl)benzoic acid Ferulic Acid 4-O-glucoside 7.21E-01 2388 W 0.615 1 ? PIWI =
)
%) -4 2 0 2 )
5o iy 3 0 \
Varlablle 1 26 %o de"a var Significativita (p.adjustBH): @ <0.001 @ 0001-001 @ 001-005 ) 2005 Abbondanza maggiore: T PIWI T V. vinifera = Simile \

MESSAGGIO CHIAVE
Le varieta PIWI esprimono una firma metabolica distintiva rispetto a Vitis vinifera.
Queste differenze sono il risultato di fattori genetici, interazioni microbiche e dinamiche fermentative,
e possono tradursi in vini con caratteristiche compositive e sensoriali uniche.
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MAPPA DI CALORE DELLE CORRELAZIONI (SPEARMAN)

Heatmap of Correlations (|p| > 0.6) — Top 10 Variable Taxa vs All Metabolites

Saccharomyces cerevisiae - -0.90 -0.66 -0.

0.95  0.73

Botrytis cinerea -

Cutibacterium acnes -

: Saccharomycodes ludwigii SEEE[RREE

Tatumella ptyseos B

Saccharomyces paradoxus -

Kazachstania africana SUEERE

Top 10 taxa microbici

Tetrapisispora phaffii BUEERE

Henningerozyma blattae EIREREE

\
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MESSAGGI CHIAVE

Correlazioni positive forti con antociani e ca Q / +0.9)
| lieviti non-Saccharomyces e alcuni batteri sono ati alla liberazione di antociani
(via attivita pectiolitica e B-glucosidasica) e di catecRipa.

Correlazioni negative con L-prolina e omoprolina (p = —=0.8 / -0.9)
Indicano consumo di amminoacidi per la crescita microbica.

Metaboliti “Unknown” e altri acidi

Possono rappresentare glicolipidi o derivati fenolici.

La loro correlazione negativa con S. cerevisiae e S. paradoxus suggerisce
degradazione in presenza di questi lieviti, ma non nel cluster dei non-Saccharomyces.

Acido kojico

Noto per proprieta antiossidanti e chelanti del ferro.

I non-Saccharomyces possono modificare il microambiente (pH, O,, metalli),
sfavorendone la formazione o favorendone la degradazione.
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METABOLOMICA: RELAZIONI TRA MICRORGANISMI E METABOLITI CHIAVE

Correlazioni significative (]p| > 0.6) — Top 10 taxa vs tutti i metaboliti

TOP 10 TAXA: CORRELAZIONI SIGNIFICATIVE

TAXA PIWI V. vinifera p-value
Saccharomyces cerevisiae 0.441807
Botrytis cinerea . 0.012503
Cutibacterium acnes 0.100870
Saccharomycodes ludwigii 0.031147
Tatumella ptyseos (Bacgeria 0.113511
Saccharomyces para 0.092311
Kazachstania 0.030001
Tetrapi si 0.026855
Henn . 0.028345

TENDENZE E SIGNIFICATO ECOLOGICO

Microrganismo Trend Significato enologico

%‘g Botrytis cinerea 1 V.vinifera  Patogeno — effetto negativo
&’39 S. ludwigii A PIWI Lievite du spcilloge.

con potenziale enologico
f( K. africana T PIWI Biodiversita utile
#’ T. phaffii T PIWI Coinvolto in interazioni positive
"tf;} H. blattae 1 PIWI Da esplorare

N
TAKE HOME MESSAGE

Le interazioni tra microbii e metaboliti sono
fortemente dipendenti dalle dinamiche microbiche.

I non-Saccharomyces jouert un ruolo chiave
nelle prime fasi di fermentazione spontanea,
influenzando la composizione fenolica e aromatica
del vino e contribuendo alla sua complessita

e unicita.




HIGHLIGHTS DEL PROGETTO
4

CONCLUSIONI del progetto METAPIWI
b

*
Le cultivar PIWI selezionano comunita mi he distinte
rispetto alle varieta di Vitis vinifera, nQJ ante una minore
ricchezza tassonomica. O

La evenness microbibteée a essere piu elevata nei PIWI,
suggerendo unaé a di comunita piu equilibrata.

o\

| profi Stabolomici differiscono significativamente tra le
fermentazioni PIWI e Vitis vinifera.

L'integrazione tra metagenomica e metabolomica rivela
traiettorie fermentative guidate dal genotipo della vite.

LACIOC)
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